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蚊虫 是 多 种 人 类 传染 疾病 的 主要 传播 媒介 ， 如 疙 疾 、 丝 虫 病 、 乙 型 脑 炎 、 黄 热 病 和 登 革 
热 等 ， 对 人 类 的 健康 造成 了 极 大 的 危害 !11。 控 制 蚊虫 被 认为 是 消除 这 些 蚊 媒 疾病 的 有 效 途 径 。 
在 过 去 的 45 年 里 ， 尽 管 化 学 杀 虫 剂 和 各 种 抗 病 药物 的 使 用 对 降低 准 疾 和 蚊 媒 疾病 的 发 病 率 和 
死亡 率 起 到 了 重要 的 作用 。 但 是 这 些 疾病 一 直 没有 得 到 有 效 控制 ， 而 且 在 很 多 热带 地 区 发 病 
率 反而 不 断 上 逢 2。 同 时 随 着 化 学 杀 虫 剂 的 使 用 所 导致 的 蚊虫 抗 药性 及 环境 污染 和 生态 平衡 
破坏 等 问题 的 出 现 ， 人 们 不 断 地 寻找 其 它 安 全 、 有 效 的 蚊虫 防治 方法 ， 其 中 蚊虫 的 生物 防治 
受到 人 们 的 高 度 重视 。 

自然 界 存在 很 多 蚊虫 的 捕食 性 动物 、 寄 生 虫 和 各 种 病原 体 〈 包 括 病 毒 、 立 克 次 氏 体 、 真 
菌 和 细菌 等 )， 它 们 的 感染 方式 、 作 用 机 理 和 应 用 防治 效果 都 不 相同 :3]。 其 中 研究 最 为 深入 的 
是 蚊虫 病原 细菌 苏 云 金 杆 菌 以 色 列 亚 种 《 Bacillus thuringiensis subsp. israelensis > 简称 Bti) 
和 球形 芽孢 杆菌 (B，sphaericus， 简 称 Bs)。 由 于 这 两 类 细菌 所 产生 的 毒素 蛋白 和 作用 方式 
的 差异 ， 其 杀 虫 谱 也 有 差异 ，Bti WAX Aedes. ER Cules 毒 力 高 ， 对 按 蚊 Anopheles 次 之 ， 
FART (Blackfly》 也 具有 一 定 的 毒性 ， 但 是 该 菌 在 野外 应 用 的 持 效 期 短 ，Bs 对 库 蚊 、 按 蚊 
毒 力 高 ， 对 伊 蚁 毒 力 较 低 ; 但 Bs 芽孢 在 一 定 的 野外 环境 中 及 死 蚁 幼体 内 能 发 生 再 循环 ， 在 蚁 
幼 忠 一 生地 ， 特 别 是 污水 中 的 持 效 期 长 4~ 相 。 近 十 几 年 来 ， 在 巴西 、 印 度 、 法 国 、 尼 尔 利 亚 、 
塞 内 加 耳 和 中 国 等 地 ，Bti 和 Bs 已 广泛 地 用 于 蚊 幼 虫 殉 生 地 的 控制 ， 取 得 了 良好 的 应 用 防治 
效果 。 同 时 证 明 Bti 和 Bs 的 毒素 蛋白 只 对 敏感 蚊 幼 虫 有 特异 性 的 毒 杀 作 用 ， 对 其 它 生 物 无 
毒 、 无 害 ， 不 破坏 生态 平衡 和 污染 环境 ， 显 示 了 良好 的 应 用 前 景 5]。 

本 文 主 要 介绍 球形 芽孢 杆菌 的 杀 蚁 毒素 蛋白 及 其 遗传 操纵 方面 的 研究 进展 。 

1 球形 芽孢 杆菌 的 特性 

球形 芽孢 杆菌 是 一 种 在 自然 界 中 广泛 分 布 、 形 成 亚 末 端 膨 大 孢子 赛 和 球形 芽孢 的 好 气 芽 
WTA. ECRIRE 49 个 鞭毛 血清 型 中 有 9 个 血清 型 CH,. Ho. Hy. Hs. He. Hy. Hs» 
Hz 和 He》 的 菌株 对 蚊 幼 虫 有 一 定 的 毒 杀 作 用 。 其 中 大 部 分 高 毒 力 菌 株 属 血清 型 Hj、Hs 和 
Hz， 如 2362. 1593. 2297. Ts-1 和 C3-41 等 -14。 根 据 其 杀 蚊 活性 ， 这 些 菌株 分 为 高 毒 力 
菌株 和 低 毒 力 菌 株 ， 所 有 有 毒 菌 株 都 具有 较 高 的 DNA 同 源 性 〈>79% )， 属 DNA 同 源 型 IA 
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型 [12] 如 表 1 。 
R1 AML B. sphaericus 特性 比较 * 


Table 1 Characterization of some mosquito-larvicidal B. sphaericus 








菌株 来 源 fie Make ”DNA 型 毒 力 ** MAREA Mtx1 Mtx2 Mtx3 
Strains Sources Serotype Phage type DNA type Toxicity Bin 
Kellen K 美国 H; 1 IIA L 一 十 + + 
Kellen Q 美国 H; 1 IIA L 一 十 + + 
BS-197 印度 Hy NA NA M + NA NA NA 
SSII-1 印度 H 2 IIA L 一 十 十 十 
TAB881 加 纳 Hs = NA H + 一 NA NA 
LP1-G 新 加 坡 H; 8 IA H + 一 NA NA 
2362 JE RANE Hs 3 IIA H + + + + 
2317-3 泰国 Hs _*** NA H + 十 + NA 
C3-41 中 Hs NA NA H + NA NA NA 
TAB59 加 纳 Hs 3 NA H + + + + 
31 土耳其 Hy 8 NA L 一 十 + + 
2297 斯 里 兰 卡 Hos 4 IIA H 十 + + + 
2173 印度 Hyg -** IIA M 一 一 一 NA 
IAB872 加 纳 H48 3 NA H + NA NA NA 
14577 美国 Hy ->> I 一 一 NA NA NA 


x* 根据 参考 文献 [4，6，11，13] 和 袁 志 明 等 待 发 表 资 料 总 结 ，* « 根据 孢 唱 混 合 物 对 4 AER Culex quinque- 

fasciatus 48 小 时 的 半 致 死 剂量 〈《LCs) 的 稀释 倍数 确定 ，L 立 10 3. M~10 ^ H<10 5 一 *** 对 所 有 了 噬菌体 不 反 

应 ; + FE: 一 不 存在 ， NA 未 见报 道 

已 经 证 明 ，Bs 对 不 同属 、 或 者 同属 不 同 种 的 蚊 幼 虫 有 不 同 的 毒 杀 作 用 ， 不 同 血清 型 、 同 
一 血清 型 、 或 者 含 相 同 毒 素 香 白 的 菌株 间 的 杀 蚊 活性 的 差异 也 较 大 。 如 2362、1593、2317-3 
和 C3-41 菌株 都 含有 相同 的 二 元 毒素 基因 ， 但 它们 对 蚊 幼 虫 的 毒 力 却 不 完全 相同 [4.614 14, 

有 毒 的 Bs 菌株 都 有 一 些 共 同 的 特性 。 所 有 菌株 都 是 严格 的 好 氧 菌 ， 由 于 缺乏 吸收 系统 
和 三 其 酸 循环 及 成 糖 磷酸 途径 的 中 间 酶 系 ， 因 此 不 能 发 酵 葡 萄 糖 ， 也 不 能 利用 上 戊 糖 、 己 糖 、 
WUE FIR FOES. (AAA AREER EUR AIRE, ORR. SRRI Pa 
PoP FAIRS, TA AS PRACT A ARES. MA PR BE RP RR, ON 
Bern ve Be. JLT UB. AA ARS AONE ASRS HST AS. Bs 菌株 能 在 4OC AK, -—HEKA 
子 ， 如 生物 素 和 硫 胺 素 等 能 促进 其 生长 和 发 育 ，DNA 中 G+C ABA 35% ~37% 463), 


2 杀 蚊 毒素 蛋白 
球形 芽孢 杆菌 对 不 同 蚊 幼 虫 的 毒 杀 作 用 主要 是 由 其 产生 的 毒素 蛋白 实现 的 。 现 已 证 明 在 


其 生长 发 育 过 程 中 能 产生 两 类 不 同 毒素 重 白 ， 一 类 是 存在 于 所 有 高 毒 力 菌株 中 的 晶体 毒素 蛋 
白 ; 另 一 类 是 存在 于 低 毒 力 菌株 中 部 分 高 毒 力 菌株 中 的 Mtx 毒素 蛋白 。 
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2.1 晶体 毒素 

所 有 高 毒 力 和 部 分 中 毒 力 菌株 (如 LP1-G) 在 其 芽孢 形成 过 程 中 能 形成 位 于 芽孢 钨 外 膜 
内 的 伴 孢 晶体 。 该 晶体 是 有 等 量 的 51.4 和 41.9kD 多 肽 《 记 为 P51 和 P42) 组 成 。PS1 和 P42 
合成 于 细菌 芽孢 形成 期 ， 并 在 芽孢 形成 下 期 通过 两 蛋白 的 相互 作用 和 折 和 县 而 组 装 形成 唱 
体 [43]。PS1 和 P42 的 同时 存在 是 形成 伴 孢 晶体 所 必需 的 。 在 B，swubiilis、Bs 和 Bu BAT 
中 单独 表达 形成 的 P51 和 P42 只 能 以 无 定形 包含 物 形式 存在 ， 只 有 两 种 香 白 同时 表达 ， 才 能 
形成 典型 的 伴 孢 晶体 ;但 两 种 蛋白 在 B. subiilis 重组 子 中 同时 表达 只 能 形成 无 晶体 结构 的 卵 
圆 形 和 圆 形 的 包含 物 ， 而 只 有 缺失 两 结构 基因 间 的 核 苷 酸 序列 的 融合 基因 才能 表达 形成 晶体 。 
这 说 明 在 Bs 和 Bti 中 含有 促使 蛋白 稳定 和 晶体 化 的 因子 [17-18] 。 

Western Blot 表明 P51 和 P42 和 蛋白 间 无 交叉 反应 ， 说 明 它 们 之 间 无 较 强 的 同 源 性 。 但 P51 
和 P42 在 25% (90 PARR) 位置 上 的 氨基 酸 是 完全 相同 的 ， 其 中 ， 有 4 个 区 域 的 氨基 酸性 
序列 有 高 度 的 保守 性 ， 这 些 保守 区 域 在 两 香 白 中 的 功能 各 不 相同 ， 可 能 同 毒素 蛋白 的 杀 蚊 活 
性 相关 [3~2]， 如 图 1。 
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图 1 B. sphaericus 杀 蚊 毒素 香 白 基因 【〈 左 ) RRKNBREA A)” 
Fig.1 Structures of B. sphaericus toxin genes (lelt) and their expression products (right) 
x* 参照 Charles 等 !6] 资 料 整理 ; a: 晶体 毒素 ， 示 P51 和 P42 共有 的 4 SAAR: b Mtx 毒素 ， 
黑 方 框 表示 信号 序列 ， 和 斜 线 框 表 示 可 能 的 转 膜 序列 ， 虚 框 表 示 同 ADP- 核 糖 转移 酶 毒素 同 源 的 序列 ， 
点 框 表示 内 部 重复 序列 ， 箭 头 示 不 同 毒素 的 酶 切 位 点 ;zhbs: 核糖 体 结合 位 点 ，Ter: 终止 子 


片段 亚 克 隆 实验 表明 ， 单 独 P42 和 蛋白 对 蚁 幼 忠 有 毒 ， 但 毒 力 比 含 两 种 蛋白 的 晶体 的 毒 力 
低 得 多 。 单 独 的 P51 对 蚊 幼 虫 无 毒 ， 但 其 存在 明显 增强 P42 的 毒性 ， 只 有 两 种 蛋白 的 同时 存 
在 ， 毒 素 蛋白 才能 发 挥 出 最 大 的 毒 杀 活 性 ， 是 一 种 二 元 毒素 [242]。 通 过 对 致 倦 库 蚊 细 胞 系 的 
生物 测定 ， 表 明 单 独 P51 香 白 对 蚊 幼 细胞 无 毒 ，P42 对 蚊 幼 细胞 有 毒 ， 但 P51 的 存在 并 不 能 
增强 P42 的 毒 力 [21。 这 可 能 是 由 于 蚊 幼 虫 细胞 系 缺 乏 围 食 膜 屏障 、 存 在 低 亲 合 性 的 结合 位 点 
和 不 同 的 毒素 细胞 内 摄取 机 理 。 

2362. 1593. 2317-3 和 C3-41 二 元 毒素 的 氨基 酸 序列 完全 相同 ，2297、IABS9 及 LG1-G 
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E] 2362 的 P51 和 P42 只 分 别 相差 1 一 3 和 $ 一 8 个 氨基 酸 等 [231。 尽 管 两 电 白 的 同时 存在 是 保 
证 二 元 毒素 完整 活性 所 必需 的 ， 但 P41 在 100 位 置 左右 氮 基 酸 的 差异 决定 其 杀 蚊 活性 和 杀 蚊 
谱 。 如 将 2297 的 P42 的 99 NEM AA ARE AMAR, 104 位 置 的 丝氨酸 变 为 内 氨 酸 ， 突 
变 株 的 杀 蚊 活性 和 杀 蚊 谱 不 同 于 亲本 菌株 ， 而 同 2362 相同 [2J。LP1-G 在 93 位 置 的 蛋氨酸 被 
丝 毛 酸 蔡 代 ， 其 杀 蚊 活性 完全 丧失 《〈 袁 志明 等 , 待 发 表 );，P51 氨基 酸 的 改变 ， 尽 管 可 以 影响 
其 杀 蚊 活性 ， 但 不 影响 杀 蚊 谱 。 去 掉 P51 香 白 N- 末 端的 34 一 39 个 氨基 酸性 和 C 末 端的 52 ~ 
54 个 氨基 酸 ，P42 EA N- 末 端的 10 个 氨基 酸 和 C- 末 端的 17 TAERE. PERDIERA 
43 和 39kD 的 活性 蛋白 ， 同 两 重 白 在 蚊 幼 虫 中 肠 降 解 形成 的 活性 成 分 相同 ， 其 中 39kD 蛋白 对 
蚊 幼 虫 的 毒性 比 P42 高 50 倍 [25'26] 。 

根据 其 杀 蚊 活性 和 和 氯 基 酸 的 组 成 ， 可 将 二 元 毒素 分 为 四 类 。I 型 ， 对 库 蚊 高 毒 ， 按 蚊 中 
= Uke; 12: VERS. ERPS. PRIREZ; ME: TER. RRS. X 
PRES; VÆ: 对 所 测 蚊 幼虫 无 毒 ， 如 表 2. 

R2 JLB. sphaericus 菌株 的 二 元 毒素 的 氨基 酸 差 异 


Table 2 Comparison of Bin amino acid sequences from various B. sphaericus strains 








IÆ type I II  typell III # typel II IV 型 typelV 
多 肽 氨基 酸 位 置 
Polypeptide TEETE IAB59 1593, 2362 2297 LP-G 
2317-3, C3-41 
41.9kD 93 Leu Leu Leu Ser 
99 Val Val Phe Val 
104 Glu Ala Ser Ser 
125 His His Asn Asn 
135 Tyr Tyr Phe Phe 
267 Arg Arg Lys Lys 
51.4kD 69 Ala Ser Ser Ser 
70 Asn Asn Lys Asn 
110 Thr Thr Ile Ile 
314 His Leu Tyr His 
317 Leu Phe Leu leu 
389 Leu Leu Met Met 


2.2 Mtx 毒素 

目前 在 SSII-1. Kellen Q 和 2173 等 低 毒 力 菌株 及 部 分 高 毒 力 菌株 中 发 现 Mtx 毒 
素 !427~30]。 这 些 毒 素 的 合成 同 芽孢 的 形成 不 相关 ， 它 合成 于 细菌 的 营养 体 生 长 阶段 。mtx 的 
启动 子 同 LacZ 的 融合 实验 也 表明 该 毒素 营养 体 时 期 表达 [311。 同 晶体 毒素 相 比 ，Mtx 毒素 相 
对 不 稳定 ， 热 处 理 、 反 复 的 冻 熔 都 会 严重 影响 其 杀 蚊 活性 。DNA 杂交 实验 证 明 所 有 的 Mtx 
毒素 同 晶体 毒素 无 同 源 性 。 

Mtxl FA: Mtxl 毒素 是 一 种 100kD 的 可 溶性 毒素 《 记 为 P100)， 由 870 个 氨基 酸 组 成 。 


216 昆 虫 = R 42 着 


它 的 N- 末 端 有 一 个 具有 G1! 细菌 信 号 肽 特征 的 序列 ， 与 ADP- 核 糖 基 转 移 酶 催化 亚 基 同 源 :; C- 
末端 有 三 个 约 90 个 氨基酸 末端 重复 序列 。 这 种 P100 可 以 通过 去 掉 N- 末 端 信和 号 肽 形成 97 kD 
蛋白 ， 也 可 被 蚊 幼 虫 中 肠 蛋 和 白 酶 降解 形成 27 和 70kD 的 蛋白 多 肽 ， 其 中 27kD 含有 一 个 同 转 
膜 序列 相对 应 的 区 域 ， 而 且 同 几 种 ADP- 核 糖 转移 酶 毒素 有 弱 的 同 源 性 [34。 而 且 缺 失实 验 也 
证 明 ，27kD 片段 能 自身 ADP- 核 糖 基 化 ，70kD 片段 能 使 蚁 细胞 发 生病 理 反 应 ， 只 有 两 种 蛋白 
片段 的 同时 存在 ， 才 对 蚊 幼 虫 表现 出 毒性 :32'3j4。 纯 化 的 Mtx 毒素 同 唱 体 毒 素 的 杀 蚊 活性 相 
4 (LC ff 15 ng/mL)， 但 由 于 这 种 毒素 合成 于 营养 体 生长 阶段 ， 不 能 形成 晶体 ， 易 被 细菌 
生长 过 程 中 产生 的 蛋白 酶 降解 形成 无 活性 的 多 肽 成 分 34]。 

Mtx2 毒素 、Mtx3 毒素 ，Mtx2 毒素 和 Mtx3 毒素 都 是 从 SSII-1 菌株 中 分 离 出 的 由 292 和 
326 个 氨基 酸 组 成 ， 分 子 量 分 别 为 31.8 和 35.8kD RREA., CIP P100 毒素 和 晶体 毒素 
EFR, TiAl P= SEAR FRE Clostridium perfrigens 的 33kD 的 s 毒 素 及 绿 浓 杆 菌 Pseu- 
domonas aeruginos 的 31.68kD 细胞 毒素 有 同 源 性 [2721。Mtx2 和 Mtx3 间 有 38% 的 同 源 性 ， 
都 含有 一 个 G+ 细菌 的 信号 肽 和 假定 的 转 膜 区 。 对 从 6 个 不 同 Bs 有 毒 菌株 中 分 离 的 Me EE 
较 分 析 ， 其 氨基 酸 序列 只 有 几 个 氮 基 酸 差异 ， 对 蚊 幼 虫 的 毒性 和 杀 蚊 谱 也 有 差异 ， 其 中 224 
位 置 的 氯 基 酸 决定 了 该 毒素 杀 蚊 活性 和 杀 蚊 谱 [35]。 

















2.3 ”毒素 和 蛋白 的 作用 方式 

Charles 利用 电镜 详细 研究 了 蚊 幼 忠 取 食 孢 晶 混合 物 后 中 肠 上 皮 细 胞 的 形态 学 变化 ， 在 敏 
感 的 尖 音 库 蚁 中 ， 首 先 在 胃 育 赛 和 中 肠 后 部 出 现 电 子 密度 低 的 区 域 ， 细 胞 形成 空 泡 ， 线 粒 体 
膨大 ， 但 并 未 发 现 中 肠 细胞 的 裂解 [36'37]。 

蚁 幼 忠 取 食 孢 晶 混合 物 后 ， 晶 体 在 中 肠 碱 性 环境 和 蛋白酶 的 作用 下 迅速 溶解 ， 释 放出 
51.4 和 41.9kD 毒素 蛋白 ， 然 后 进一步 降解 形成 43 和 39kD 的 活性 蛋白 多 肽 :3'33]。 在 敏感 和 
非 敏感 蚊 幼 虫 体 内 ， 晶 体 蛋 白 都 能 被 溶解 和 激活 ， 因 此 晶体 各 和 白 对 不 同 蚊 幼 虫 的 毒性 差异 并 
不 是 由 于 晶体 蛋白 的 溶解 和 激活 方面 的 差异 造成 的 [6'391。 

用 荧光 素 标 记 的 不 同 毒 素 蛋 白 成 分 研究 了 晶体 毒素 在 蚊 幼 中 肠 上 皮 细 胞 的 结合 言 
位 [18'40]。PS51 不 能 结合 到 伊 蚁 中 肠 上 ，P42 只 对 整个 中 肠 进 行 较 弱 的 结合 ， 对 于 致 倦 库 蚊 幼 
kh, RA P51 能 结合 到 中 肠 部 位 ， 而 P42 只 对 整个 中 肠 进 行 非特 异性 的 结合 ， 只 有 在 P51 存 
在 的 情况 下 ，P42 才能 特异 性 结合 到 骨 育 赛 和 中 肠 后 部 。 同 时 缺失 实验 而 表明 P51 的 N- 末 端 
和 C- 末 端 及 P42 的 C- 末 端 氨基 酸 对 二 元 毒素 同 中 肠 的 特异 性 结合 起 着 重要 的 作用 1484]。 根 
据 这 些 体内 和 体外 的 特异 性 结合 实验 结果 ， 提 出 这 样 一 种 假设 ， 即 P51 的 N- 末 端 区 域 同 蚊 幼 
忠 中 肠 上 皮 细 胞 特定 区 域 结合 ， 其 C- 末 端 同 P42 的 N- 末 端 区 域 相互 作用 ， 使 P42 也 结合 到 相 
同 的 部 位 而 发 生 毒 杀 作用 。 目 前 还 不 清楚 二 元 毒素 结合 到 中 肠 上 皮 细 胞 后 的 详细 作用 机 理 。 
有 人 认为 二 元 毒素 通过 内 摄 作 用 而 进入 细胞 内 发 挥 毒 性 [404J， 或 停留 在 膜 上 由 P42 在 细胞 膜 
上 形成 微 孔 导致 胞 内 水 分 外 流 [561。 用 415I 标 记 的 活化 毒素 蛋白 同 敏 感 和 非 敏感 中 肠 上 皮 细 胞 
膜 分 离 物 CBBMF) 的 特异 性 结合 实验 证 明了 敏感 蚊 幼 虫 中 肠 中 晶体 毒素 蛋白 特异 性 结合 位 
点 的 存在 [544]。 证 明 二 元 毒素 蛋白 同 敏 感 蚊 幼虫 的 BBMEF 中 的 单一 类 结合 位 点 相 结合 ， 但 
未 发 现 唱 体 毒素 同 伊 蚊 BBMEF 的 特异 性 结合 ， 这 同 菊 光标 记 毒 素 的 研究 结果 相同 。 唱 体 毒素 
的 两 组 分 都 能 结合 到 敏感 蚊 幼 虫 的 BBMF 上 ， 但 Scatchard 线性 分 析 却 证 明 只 有 一 种 组 分 能 结 
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合 到 位 点 上 ， 这 同上 面 提 出 的 二 元 毒素 作用 机 理 假设 相符 合 。 结 合 单独 P42 和 P51 对 BBMF 
的 特异 性 结合 实验 结果 和 其 对 蚊 幼 虫 的 生物 测定 结果 ， 一 般 认 为 在 晶体 毒素 中 ，P42 决定 毒 
素 的 杀 蚊 活性 和 特异 性 ，PS1 同 蚊 幼 虫 中 肠 敏 感 位 点 的 特异 性 结合 ， 只 有 两 种 蛋白 组 分 的 协 
同 作 用 才 会 表现 出 毒性 ， 唱 体 毒素 是 一 种 二 元 毒素 。 

目前 ， 人 们 试图 分 离 出 蚁 幼 中 肠 上 皮 的 结合 位 点 ， 但 一 直 未 成 功 ， 有 关 结 合 位 点 的 特性 
不 详 ， 只 证 明 糖 类 物质 并 不 能 抑制 二 元 毒素 同 其 结合 [2]。 

对 几 类 Mex 毒素 的 作用 机 理 并 未 进行 详细 研究 ， 只 对 P100 作用 机 理 进 行 了 一 些 初步 研 
究 。 敏 感 蚊 幼 虫 取 食 P100 蛋白 和 二 元 毒素 蛋白 后 的 病理 变化 相差 很 大 ， 说 明 两 者 存在 着 完全 
不 同 的 作用 机 理 。 如 前 所 述 ，P100 BARA Bt 的 $- 内 毒素 和 其 它 杀 虫 毒素 都 无 同 源 性 ， 其 N- 
末端 存在 的 假定 的 转 膜 区 对 其 毒性 的 实现 是 必需 的 ， 而 去 掉 信 和 号 肽 序列 的 97kD 多 肽 同样 对 
蚊 幼 虫 有 毒 ， 说 明 信 和 号 肽 是 非 必 需 的 [3032]。 

由 于 P100 毒素 同 百日咳 ， 白 喉 和 霍乱 毒素 有 相同 的 氨基 酸 基 元 (Motif). MiX ER RA 
是 通过 对 和 昌 白 质 的 ADP- 核 糖 基 化 而 发 生 作 用 。 因 此 ，P100 和 蛋白 也 可 能 同 ADP- 核 糖 基 化 有 
关 。 在 胰 蛋 酶 和 蚊 幼 虫 中 肠 和 蛋白 酶 的 作用 下 ，P100 和 和 白 可 以 降解 为 27kD 的 N 末端 和 70kD 
的 C 末 端 两 个 片段 。27kD 能 使 库 蚊 幼虫 细胞 抽 提 液 中 的 38 和 42kD 和 蛋白 核糖 基 化 ， 而 70kD 
和 97kD (P100 缺失 N- 末 端 非 必需 的 信和 号 序列 ) 的 片段 可 导致 蚊 幼 虫 细 胞 系 发 生 明 显 的 病理 
学 变化 ， 但 70kD 片段 缺少 ADP- 核 糖 基 酶 活性 。 因 此 ，P100 得 白 有 了 两 个 功能 区 : C- 末 端 可 导 
致 蚊 幼 虫 细 胞 发 生病 理学 变化 ，N- 末 端 具 有 ADP- 核 糖 基 化 活性 [331。 

Mtx2 和 Mtx3 同 产 气 甲 膜 杆菌 的 毒素 和 绿 浓 杆菌 细胞 毒素 有 同 源 性 ， 因 此 认为 这 两 种 
Mtx 毒素 可 能 同 细胞 上 的 微 孔 形成 有 关 [27'2]。 


3 订 蚊 毒素 蛋白 基因 的 克隆 和 表达 


3.1 毒素 蛋白 基因 的 克隆 和 比较 

二 元 毒素 基因 : 已 从 不 同 血清 型 的 十 几 株 高 毒 力 菌 株 和 中 毒 力 菌株 中 进行 了 编码 P42 和 
P51 毒素 基因 的 克隆 和 分 析 [2023.43-~451。 在 所 有 高 毒 力 菌 株 中 二 元 毒素 基因 都 是 位 于 一 个 3.5 
一 4.7 kb 的 Hind I BAA RE. 80 2362. 1593. 2317-3 和 C3-41 等 二 元 毒素 基因 位 于 一 个 
3.5kb 的 Hindi 片段 上 ， 编 码 P51 的 结构 基因 起 始 于 496 核 疹 酸 处 的 甲 硫 氨 酸 密码 子 ， 终 
IEF 1839 RBA, FER 1344 个 碱 基 对 构成 ， 编 码 一 个 含 448 个 氨基 酸 分 子 量 为 51.374 的 
SASK, 第 二 个 结构 基因 起 始 于 2014 ZER, AEF 3127 核 苷 酸 处 ， 编 码 一 个 含 370 A 
基 酸 ， 分 子 量 为 41.873 的 蛋白 多 肽 。 两 结构 基因 间隔 176 个 碱 基 对 。 每 个 结构 基因 前 都 有 一 
个 同 16S rRNA 同 源 的 SD 序列。 在 P51 基因 的 上 游 含 一 个 启动 子 ， 未 发 现 同 B. subtilis F 
孢 形成 启动 子 相 同 的 基 元 序列 。 在 P42 基因 的 下 游 有 一 个 “发 夹 结构 ”的 终止 子 。 两 结构 基 
因 间 无 其 它 的 终止 子 ，PS1 和 P42 基因 拥有 一 个 转录 局 动 子 ， 是 一 个 独立 的 转录 单位 。 
Ahmed (1995) 等 已 证 明 ， 二 元 毒素 的 表达 同 芽 孢 形成 相关 ， 在 对 数 生长 期 一 结束 就 立即 转 
录 直 到 稳定 期 ， 在 芽孢 形成 期 于 前 积累 足够 的 蛋白 以 形成 晶体 :311。 

二 元 毒素 基因 的 核 苷 酸 序 列 相差 不 大 。 其 中 2362、1593、2317-3 和 C3-41 菌株 含 二 元 毒 
素 基 因 的 HndI BOAR. H 3479 ERAR. IAB59, 2297 和 LP1-G 菌株 的 
二 元 毒素 序列 同 2362 菌株 分 别 相 差 7、25 和 19 核 疹 酸 [31。 值 得 提出 的 是 ，LP1-G 同 2362 
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菌株 的 二 元 毒素 基因 只 相差 19 RAR, Cll 2362、IAB59 和 2297 菌株 毒素 基因 的 同 源 性 
分 别 为 98.6%、98.7% 和 99.2%， 但 LP1-G 二 元 毒素 基因 的 表达 产物 对 所 测定 的 蚊 幼 虫 完 
SS SEAS, FRR). 

KF Bs 二 元 毒素 基因 是 否 位 于 质粒 上 还 不 十 分 清楚 ， 已 有 证 据 表 明 2362. 1593. C3- 
41、LP1-G 和 1691 菌株 的 二 元 毒素 基因 位 于 染色 体 上 [46'47]。 

mtxl ÆA: mtxl 基因 广泛 分 布 在 Bs 有 毒 菌株 中 [27-~30J。 该 基因 同 二 元 毒素 完全 无 同 源 
性 。 毒 素 蛋 和 白 结构 基 因 起 始 于 1207 SRAM, AEF 3817 RR. £ 2610 个 碱 基 对 ， 编 码 
870 个 氨基 酸 ， 分 子 量 为 100.559kD 的 蛋白 多 肽 。 在 结构 基因 的 上 游 有 一 个 同 B. subtilis 
16S rRNA 同 源 ， 由 11 个 碱 基 组 成 的 核糖 体 结合 位 点 。 在 核糖 体 结合 位 点 前 有 一 个 假设 的 启 
动 子 序列 ， 同 B. subiilis 的 "55 营养 体 启动 子 有 较 高 的 同 源 性 〈-10TATAAA 和 -35TTGACA)。 
只 有 在 细菌 的 营养 体 生长 阶段 ， 这 种 毒素 基因 才能 进行 转录 和 翻译 ， 表 人 达 形 成 毒素 蛋白。 

同 mtxl 一 样 ，mtx2 和 mtx3 基因 在 其 结构 基因 前 有 一 个 同 BB，swbiilis 的 16S rRNA 同 源 
的 区 域 ， 在 此 之 前 有 一 个 假定 的 启动 子 。 已 证 明 两 基因 的 转录 同 芽 孢 形 成 不 相关 ， 毒 素 和 蛋白 
在 细菌 的 营养 体 时 期 表达 [2729]。 











3.2 Bs 杀 蚊 毒素 在 不 同 寡 主 中 的 表达 

Æ E. coli Fl Bacillus 中 的 表达 : 在 几 种 Bacillus (ALR B. subtilus. BHM Bs. (hE 
的 SSI-1 和 Bt 野生 株 和 无 晶体 菌株 ) 及 五 .coii 中 进行 了 来 源 不 同 高 毒 力 菌株 二 元 毒素 基 
因 的 表达 ， 以 评价 二 元 毒素 及 单独 的 P51 和 P42 毒素 对 蚊 幼 虫 的 毒性 ， 研 究 其 结构 /功能 关 
系 [15,17,21,43,48] | 如 表 3. 

二 元 毒素 基因 在 不 同 来 源 的 启动 子 的 控制 下 ， 能 在 E. oi 中 表达 产生 二 元 毒素 ， 但 表 
ERER EATR HRDO O], Æ B. subtilis 启动 子 、 二 元 毒素 本 身 的 启动 子 和 其 它 
构建 启动 子 的 控制 下 ， 二 元 毒素 基因 能 在 B. subilis 中 表达 形成 无 晶体 结构 的 包含 物 ， 其 杀 
蚊 活 性 比 2362 高 2.5 倍 。 在 无 毒 的 Bs 718 和 SSI-l 中 表达 形成 典型 的 晶体 ， 前 者 的 杀 蚊 活 
性 同 2362 相当 ， 后 者 比 2362 低 10 WH. 

利用 B. subtilis 质粒 和 二 元 毒素 自身 启动 子 构建 的 重组 质粒 pGSP10 在 无 晶体 型 Bti 4Q- 
81 和 野生 型 的 Bei 4Q-72 能 表达 形成 位 于 芽孢 孢 外 膜 外 的 伴 孢 晶体 。Bti 4Q-81 BAT HAM 
活性 同 1393， 但 奇怪 的 是 其 对 伊 蚊 的 毒性 却 提 高 了 25 倍 : Bo 4Q-72 重组 子 的 杀 蚊 活性 同 Bti 
亲 株 ， 二 元 毒素 的 表达 并 不 影响 Bi 毒素 蛋白 的 表达 ， 但 未 发 现 二 元 毒素 同 8- 内 毒素 间 的 协 
同 作 用 ， 可 能 是 二 元 毒素 在 寄主 中 表达 量 较 低 的 缘故 4]。 同 时 选用 双 功 能 载体 pBU4， 对 来 
源 于 LP1-G 的 二 元 毒素 基因 在 Bti 4Q-81 中 进行 了 表达 。 尽 管 重 组 子 也 能 表达 形成 由 P51 和 
P42 组 成 的 典型 晶体 ， 但 晶体 蛋白 对 所 测 蚊 幼虫 完全 无 毒 〈 袁 志明 等 ， 待 发 表 )。 

P100 毒素 基因 在 低 毒 力 的 SSI-1 和 Kelen Q 菌株 和 高 毒 力 菌株 的 营养 体 生长 阶段 表达 。 
利用 SST -1 菌株 自身 的 启动 子 ， 在 玉 ，coli 中 进行 了 P100 的 毒素 基因 的 表达 ， 重 组 子 对 伊 
蚊 和 库 蚊 的 毒 力 比 SSI-1 菌株 低 1 000 倍 :301。 现 在 还 不 清楚 这 种 毒性 方面 的 差异 是 否 同 蛋白 
质量 的 低 水 平 表 达 、 毒 素 蛋 白 的 稳定 性 或 蛋白 质 的 错误 折 又 相关 。 将 缺失 P100 SANA 
假定 信号 肽 序列 的 97kD BRERA E. coli PRA, HAME A I REEMA LO fA 
15 ng/mL, F| 2362 二 元 毒素 蛋白 的 毒性 相当 [30'4]。 这 表明 SS -1 菌株 的 低 毒 性 可 能 是 由 于 

















第 2 期 Rms: 球形 芽孢 杆菌 杀 蚊 毒素 熏 晶 及 其 遗传 操作 研究 进展 219 


毒素 蛋白 的 表达 量 低 或 P100 蛋白 被 降解 为 无 活性 的 小 分 子 多 肽 。 最 近 ， 通 过 电 转化 进行 
P100 蛋白 在 不 产 和 蛋白酶 的 Bs 1961 中 的 表达 ， 由 于 寄主 菌株 不 能 产生 重 白 酶 ， 因 此 表达 产生 
的 毒素 蛋白 不 会 被 降解 ， 重 组 子 的 杀 蚊 活性 同 2362 相当 [34 52]。 

在 柄 菌 中 的 表达 :， 柄 菌 广泛 分 布 于 蚊 幼 虫 取 食 的 水 表面 区 域 ， 同 时 也 是 蚊 幼 虫 的 一 种 食 
物 源 。 在 鞭毛 阶段 ， 柄 菌 具 有 较 强 的 运动 性 ， 可 以 分 布 整个 蚊 幼 虫 殉 生 地 水 体 表 面 ; 在 其 生 
柄 阶段 ， 它 可 以 附着 在 固体 颗粒 上 。 同 时 柄 菌 可 在 低 营 养 和 不 良 环境 中 生长 和 残存 。 利 用 广 
谱 质 粒 pRK248 进行 了 来 源 于 2297 菌株 二 元 毒素 基因 和 来 源 于 SSI-l 菌株 的 P100 毒素 基因 
的 在 新 月 柄 杆菌 CB15 © Caulobacter cresentus CB15) 菌株 中 的 表达 。 含 二 元 毒素 的 重组 子 对 
致 倦 库 蚊 的 LCso 值 为 2x105 细胞 /mL。 同 SSIT-l 菌株 的 毒 力 相 当 ， 而 含 P100 毒素 基因 的 重 
组 子 对 致 倦 库 蚊 只 有 微弱 的 毒性 。 杀 蚊 毒 素 在 柄 菌 中 的 表达 量 低 可 能 是 由 于 缺乏 强 启动 子 和 
核糖 体 结合 位 点 所 致 [人 J， 如 表 3。 








RI 杀 蚊 毒素 基因 在 不 同 寡 主 中 的 表达 


Table 3 Expression of B. sphaericus toxin genes in different hosts 














寄主 毒素 基因 基因 来 源 重组 质粒 重组 菌株 杀 蚊 活性 资料 来 源 
Hosts Toxin genes Source Plasmids Toxicities References 
E. coli P51/P42 1593 pKK382 tE 1593 低 20~ 1000 倍 [19] 
B. subtil DB104 P51/P42 2362 pUE328 比 2362 高 2.5 倍 [22] 
Bs 718 P51/P42 2362 pEU328 同 2362 相当 [22] 
SSI -1 P51/P42 2362 pUE328 tk 2362 低 [22] 
Bti-cry- P51/P42 1593 pGSP10 对 伊 蚁 活性 提高 25 倍 [48] 
B. t. cry- P51/P42 LP1-G pLYN-1 无 毒 杀 活 性 RAR 
Bti IPS82 P51/P42 C3-41 pCW-2 E] B.t.i IPS82 待 发 表 
C. crescentus P51/P42 2297 pJK69 tE 2297 低 100 倍 [49] 
P100 SS Il -1 pSS6 极 低 [49] 
A. nidulans P51/P42 1593 pGSP10 tE 1593 低 1000 fÈ [50] 
E. coli P100 SS1 -1 pXP34 tL SSII -1 1% 10 fÈ [30] 
A. aquaticus P100 SS1 -1 pSS6 tL SSII -1 1 1000 fè [51] 
P51/P42 2297 bEA1 同 2297 [51] 
P51/P42 2317-3 bTS2 F] 2317.3 [51] 
A. excentricus P51/P42 2297 pEA1 F] 2297 [52] 
Bs1961 (AEAN) P100 SS I| -1 bC35 同 2362 相当 [34] 











在 蓝 绿 藻 中 的 表达 : 同 柄 菌 一 样 ， 蓝 绿 藻 广泛 分 布 于 淡水 和 威 水 水 表 ， 能 进行 光合 作用 ， 
具有 较 广 的 温度 耐 受 力 和 较 低 的 营养 要 求 。 利 用 适合 E. coli 和 蓝 绿 党 的 穿梭 载体 进行 了 二 
Tos FACE APA (Anacystis nidulans R) PRAIA, AE A Te Bee A] 
性 较 低 [551 , 

尽管 在 蚊 幼 虫 更 生地 存在 大 量 的 蓝 绿 藻 ， 而 且 蚊 幼虫 能 正常 地 取 食 蓝 绿营， 但 由 于 蓝 绿 
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车 表面 的 竺 质 结构 ， 它 不 能 在 蚊 幼 虫 中 肠 被 消化 。 这 样 重组 蓝 绿 藻 体 内 表达 产生 毒素 蛋白 就 
不 能 释放 到 中 肠 而 起 到 毒 杀 作用 531。 

在 其 它 G- 细菌 中 的 表达 : 为 了 提高 Bs 的 杀 蚊 活性 、 增 长 野外 应 用 的 持 效 期 和 改善 其 它 
特性 。 在 离 中 不 粘 柄 菌 《Asiiccacaulis excentricus) 和 产 气泡 的 Ancylobacter aquaticus FAP ut 
行 了 二 元 毒素 和 Mtx 毒素 的 表达 54。 同 Bs HHL. GC 阴性 菌 具 有 一 些 优良 特性 而 倍 受 重 
视 ， 如 可 以 利用 简单 的 培养 基 发 酵 生产 ， 由 于 其 运动 性 和 产生 气泡 ， 它 们 可 以 较 长 时 间 地 停 
留 在 蚁 幼 忠 的 取 食 层 ， 可 以 在 营养 贫 消 的 水 中 慢性 繁殖 ， 缺乏 能 降解 杀 蚊 毒素 的 和 蛋白酶 和 较 
强 的 抗 紫外 线 辐射 能 力 。 通 过 插入 一 段 强 的 表达 控制 系统 《ECS) ptcl 所 构建 的 分 别 含 二 元 
毒素 基因 和 mtxl 基因 的 重组 质粒 pEA1、pTS1 和 pSS6， 分 别 转化 A. aquaticus FIA. excen- 
lricus。 结 果 表明 ， 含 二 元 毒素 基因 的 A. excentricus 重组 子 的 杀 蚊 活性 同 2297 和 2317-3 相 
当 ， 比 含 相同 重 组 质粒 的 A. aquaticus FAC. crescentus 分 别 高 150 和 1 000 f. Me 毒素 在 
A. aquaticus 中 的 表达 量 极 低 ， 如 表 3。 通 过 改 局 动 子 和 核糖 体 结合 位 点 ， 还 可 以 不 断 提高 
二 元 毒素 的 表达 水 平 。A .agquaticus FA. excentricus 将 成 为 表达 杀 蚊 毒素 的 理想 寄主 。 

4 展望 

C1) 提高 持 效 期 ，Bs 在 芽孢 形成 过 程 中 能 高 效 表 达 二 元 毒素 重 白 ， 对 蚊 幼 虫 的 毒 力 很 高 
(LC p24 102 细胞 /mL，LD;so 约 80 芽 胞 / 蚊 幼 虫 )。 因 此 单纯 地 提高 毒素 蛋白 的 杀 蚊 毒性 将 非 
常 困难 。 由 于 Bs 的 伴 孢 晶体 是 包 右 在 芽孢 孢 外 膜 内 ， 在 水 体 中 吻 同 培养 基 颖 将 一 起 沉降 到 水 
奈 ， 因 此 在 蚁 幼 忠 合生 地 的 持 效 期 较 短 。 阻 止 Bs 芽孢 形成 后 期 的 寡 芽 胞 突变 株 对 蚊 幼 虫 的 毒 
力 同 亲 株 相当 ， 因 此 将 二 元 毒素 在 B. subtilis 和 Bs 的 寡 节 孢 或 无 芽孢 突变 株 中 表达 可 以 解决 
孢 晶 混合 物 在 水 体 中 的 沉降 问题 。 同 时 可 以 通过 改良 表达 控制 系统 不 断 提高 毒素 蛋白 在 一 些 
KE G 细菌 和 产 气泡 细菌 中 的 表达 量 ， 使 杀 蚁 毒素 一 直 维 持 在 蚁 幼 忠 取 食 层 。 尽 管 二 元 毒 
素 在 柄 菌 和 蓝 绿 薄 中 的 表达 量 低 或 蚁 幼 忠 不 能 分 解 蓝 绿营， 但 柄 菌 和 蓝 绿 藻 重组 子 将 成 为 解 
决 持 效 期 的 突破 口 。 

《2) 质粒 的 稳定 性 和 染色 体 整 合 : 在 所 有 的 杀 蚊 毒素 的 表达 研究 中 ， 都 是 利用 重组 质粒 
将 外 源 基 因 导 入 不 同 的 寄主 中 。 但 是 有 些 质粒 不 稳定 ， 整 个 质粒 或 部 分 质粒 片段 会 丢失 ， 质 
粒 在 寄主 体内 会 发 生 重 排 。 同 时 在 缺乏 选择 压力 的 情况 下 ， 有 些 外 源 质 粒 不 能 同 寄 主 本 身 的 
质粒 共存 。 最 重要 的 是 ， 所 有 重组 子 只 有 在 抗生素 等 选择 压力 存在 下 才能 表达 产生 毒素 香 白 ， 
这 给 今后 有 应 用 价值 的 重组 子 的 工业 化 生产 带 来 了 困难 。 利 用 转 座 子 将 外 源 毒 素 基因 整合 到 
寄主 的 染色 体 上 ， 使 重组 子 在 无 选择 压力 的 条 件 下 能 稳定 的 表达 产生 毒素 筷 白 。 这 种 技术 方 
法 将 为 今后 Bs 菌株 的 遗传 改良 开辟 了 一 个 新 领域 。 

(3) 扩大 杀 蚁 谱 ，Bs 对 库 蚊 、 按 蚊 毒 力 高 ， 对 伊 蚊 低 毒 或 无 毒 。Bti HPR, EREN 
高 ， 对 按 蚊 毒 力 低 。 尽 管 有 资料 表明 含 Bs 二 元 毒素 基因 的 Bei 重组 子 的 杀 蚁 谱 和 杀 蚁 活性 比 
两 杀 本 菌株 有 和 较 大 的 提高 。 但 重组 子 中 二 元 毒素 基因 表达 形成 的 伴 孢 晶体 同 Bu 晶体 一 样 位 
于 芽孢 孢 外 膜 外 ， 并 随 牙 孢 的 释放 而 释放 到 培养 基 中 。 同 Bti 一 样 ， 这 种 重组 菌株 在 水 体 ， 
特别 是 污染 水 体 中 的 持 效 期 短 。 因 此 最 合适 的 遗传 改良 技术 路 线 是 将 Bti 的 CryIVA、 
CryIVB. CryIVD 和 CytA 蛋白 基因 单独 或 一 起 克隆 到 Bs 中 ， 以 扩大 杀 蚊 谱 和 增长 持 效 期 。 

(4) 新 毒素 基因 的 筛选 ， 目 前 已 在 法 国 、 印 度 、 巴 西 、 哥 伦比 亚 和 中 国 等 地 发 现 对 Bs 产 
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生 抗 性 的 抗 性 蚊虫 品系 ， 其 抗 性 高 达 10 万 倍 51， 严 重地 影响 了 Bs 生物 杀 虫 剂 的 大 面积 应 用 ， 
因此 ， 有 必要 从 自然 界 中 不 断 分 离 筛选 出 具有 新 的 杀 蚊 毒性 的 新 菌株 。 目 前 ， 除 在 Bs 中 发 现 
的 二 元 毒素 和 Mtx 类 毒素 及 Bti 中 发 现 ?内 毒素 外 对 蚊 幼 虫 有 作用 外 ， 已 在 12 个 血清 型 的 Bt 
中 分 别 发 现 了 对 蚊 幼 虫 不 同 毒 杀 作 用 的 毒素 和 蛋白。 另外 在 厌 氧 双 酶 梭 菌 马来西亚 亚 种 
(Clostridium bifermenians serovar malaysia) 中 发 现 了 对 蚊 幼 虫 有 毒 杀 作用 的 68、18 和 16kD 
的 毒素 蛋白 831。 因此 有 可 能 从 自然 界 中 不 断 分 离 出 其 它 有 独特 杀 蚊 活性 的 新 毒素 和 新 基因 ， 
为 今后 的 杀 蚊 菌 的 遗传 改良 提供 新 的 基因 资源 。 
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MOSQUITO-LARVICIDAL TOXINS OF BACILLUS SPHAERICUS 
AND THEIR GENETIC MANIPULATION 


Yuan Zhiming Zhang Yongmei 
(Wuhan Institute of Virology: Academia Sinica Wuhan 430071) 


Abstract Bacillus sphaericus is an ubiquitous: cosmopolitan: aerobics spore-forming bacteria. Nine 
serotype strains among them are pathogenic for mosquito larvae. The most active strains produce a crystal 
toxin which is composed of two proteins of 51.4 and 41.9kD during sporulation. After larvae ingest the 
spore/ crystal complex, the crystal toxin is hydrolyzed into active toxins and bind to a specific receptor on 
midgut brush-border membranes. The resulting damage of the midgut cells leads to the death of 
mosquitoes. During the vegetative growth, the low toxic and some high toxic strains synthesize mosquito- 
larvicidal proteins of 100; 31.5 and 35.8kD (Mtx toxins). It is proved that these toxins have no homolo- 
gy with the crystal toxin and other insecticidal toxins. For better control of mosquito larvae: cloning and 


expressing of the crystal and Mtx toxin genes in different hosts have been studied. In this paper, the recent 
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progress and development on mosquito-larvicidal toxins of B. sphaericus and their genetic manipulation for 


mosquito control are reviewed. 


Key words Bacillus sphaericus» crystal toxin» Mtx toxin» gene, cloning and expression 
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被 引 频 次 最 高 的 中 国 科技 期 刊 500 名 排行 表 * 
( 据 中 国 科 学 引文 数据 库 1997 年 数据 统计 ) 








名 次 “期 H! 名 称 被 引 频 次 | 名 次 期 H! 名 称 被 引 频 次 
1 科学 通报 1845 27 ”中 国药 理学 报 384 
2 ”植物 学 报 1063 | 28 ”化 学 通报 378 
3 ”中 国 科 学 B 1044 29 ”中 国 激光 367 
4 ”分 析 化 学 1042 | 30 ”中 华 妇 产 科 杂 志 360 
5 ”高 等 学 校 化 学 学 报 1040 31 ”海洋 与 湖沼 359 
6 地球 物理 学 报 932 32 大气 科学 355 
7 ”植物 生理 学 通讯 703 33 ”物理 化 学 学 报 353 
8 ”物理 学 报 657 | 34 ”中 华 骨 科 杂 志 351 
9 药学 学 报 637 35 ”地 震 学 报 345 
10 ”光学 学 报 615 36 ”电子 学 报 345 
11 ”中 华 医学 杂志 611 37 “昆虫 学 报 342 
12 ”中 国 科 学 入 595 | 38 ”环境 科学 340 
13 ”化 学 学 报 593 | 39 ”海洋 学 报 334 
14 ”植物 生理 学 报 544 40 ”中 国 中 药 杂 志 333 
15 ”中 华 外 科 杂 志 508 | 41 ”数学 学 报 325 
16 ”中 草药 500 | 42 Chin Sci Bull 323 
17 ”中 华 内 科 杂 志 481 | 43 ”气象 学 报 323 
18 中国 农业 科学 453 44 ”生物 化 学 与 生物 物理 学 报 315 
19 BFR 452 | 45 ”中 国 免疫 学 杂志 314 
20 ”金属 学 报 447 46 ”中 华 泌尿 外 科 杂 志 310 
21 ”作物 学 报 438 47 ”云南 植物 研究 307 
22 中华 肿瘤 杂志 415 48 ”地 质 学 报 305 
23 中 华 心血 管 病 元 杂志 401 || 49 林业 科学 303 
24 ”中 华 血 液 学 杂志 401 50 ”植物 分 类 学 报 302 
25 ”生物 化 学 与 生物 物理 进展 400 ! 
生态 学 报 
1 未 表 根据 中 国 科学 引文 数据 库 1997 年 的 数据 统计 而 成 。1997 年 该 库 共 收录 中 国 出 版 的 重要 科技 
FAT 582 种 。 


2. 本 表 期 刊 按 被 引 频 次 降序 排列 ， 其 中 被 引 频 次 相同 的 期 刊 作为 并 列 名 次 处 理 ， 并 按 刊 名 音 序 排列 。 
3. 本 排行 表 为 节选 ， 其 余部 分 从 略 。 
TALS | 
pete 中 国 科 学 引文 数据 库 
1998 年 7 月 
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